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RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) apresenta importancia econbmica e alimentar,
sendo uma das principais hortalicas produzidas no Brasil. O alto custo de producdo e
grandes perdas econdmicas da cultura do tomateiro estdo fortemente relacionados a
problemas fitossanitarios, dentre eles, a infestacdo de mosca branca Bemisia tabaci que
além de causar danos como inseto sugador, atua como vetor de diferentes géneros virais,
0 que torna fundamental manter populacfes baixas desse inseto vetor no campo. A mosca
branca € responsavel por causar grandes danos a agricultura, por possuir desenvolvimento
rapido e ser adaptada a diversos hospedeiros. A natureza invasora da mosca branca e sua
alta taxa de reproducdo dificultam o controle e favorecem o desenvolvimento de
resisténcia aos inseticidas utilizados no seu combate, evidenciando a necessidade de
alternativas mais eficientes de controle. O silenciamento génico pos-transcricional via
RNA interferente (RNAI) é uma das estratégias da engenharia genética, que pode ser
utilizada na busca da obtencdo de plantas resistentes a pragas com maior especificidade.
A estratégia de RNAI foi utilizada com o objetivo de obter plantas de tomateiro resistentes
a mosca branca, pelo silenciamento do gene da v-ATPase de Bemisia tabaci, devido a
expressdo de SiRNAs. Explantes cotiledonares de tomateiro da variedade Micro-Tom
foram transformados via Agrobacterium tumefaciens EHA 105 contendo um plasmideo,
gue possui um cassete de supress@o para o silenciamento do gene da v-ATPase de mosca
branca. Foram geradas 13 linhagens transgénicas, confirmadas por PCR pela deteccéo do
transgene de 576 pb correspondente & regido do gene da v-ATPase. A insercdo do
transgene no genoma em alguns eventos foi confirmada por meio da andlise de Southern
blot. Andlise da progénie confirmou a presenca do inserto na geracdo Ti, segregando em
propor¢do mendeliana 3:1 e 15:1. Um bioensaio realizado com folhas destacadas das
plantas To mostrou que a mortalidade de moscas brancas pode chegar proximo a 100%

em cinco dias de interacdo com algumas linhagens.

Palavras-chaves: Micro-Tom, Agrobacterium, siRNA, v-ATPase.



ABSTRACT

The tomato plant (Solanum lycopersicum L.) is economically important, being one of the
main vegetables produced in Brazil. The high cost of production and huge economical
losses in tomato cultivation are strongly related to phytosanitary problems, among them
the whitefly Bemisia tabaci, besides causing damage as a sucking insect, acts as a vector
of different viral genus, which needs keeping low populations in rural areas. The whitefly
is responsible for a great damage to agriculture due its quick development and adaptation
to several hosts. The invasive nature of the whitefly and its high reproduction rate hinder
the control and favor the development of resistance to insecticides, which evidences the
need for more efficient alternatives control. The post-transcriptional gene silencing via
interfering RNA (RNAI) is one of the genetic engineering’s strategies that should be used
for obtaining resistant plants to plagues with greater specificity. The RNAI mechanism
was utilized to obtaining tomato resistant plants to the whitefly by silencing the v-ATPase
gene from Bemisia tabaci. Cotyledonary explants from Micro-Tom variety were
transformed via Agrobacterium tumefaciens EHA 105 containing a suppression cassette
for the whitefly’s v-ATPase gene silencing. Thirteen transgenic lines were generated,
confirmed by PCR, through the detection of a 576 pb transgene fragment corresponding
to the v-ATPase gene. The transgene insertion into de genome of some events was
confirmed by Southern blot analysis. Progeny analysis confirmed the presence of the
transgene into the Ti progeny, segregating in Mendelian proportion 3:1 e 15:1. A
preliminary bioassay performed with detached leaves from To plants showed a whiteflies’

mortality around 100% in some lines after five days of interaction.

Key words: Micro-Tom, Agrobacterium, siRNA, v-ATPase.
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1. INTRODUCAO

A producdo de tomate apresenta grande importancia na economia nacional, sendo
uma das principais hortalicas produzidas no Brasil, o qual ocupa o nono lugar na producao
mundial (ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - AGRIANUAL, 2013). O
custo de producdo total de tomate é elevado devido a uma pluralidade de fatores.
Especialmente, destaca-se o fato da cultura ser exigente em insumos, como fertilizantes
e defensivos, utilizados no controle de distdrbios fisiologicos e pragas (CARVALHO et
al, 2014). Entre as diversas pragas que afetam o cultivo do tomateiro, foram relatados
problemas ocasionados pela infestacdo de mosca branca Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae), que atua como vetor de diferentes géneros virais, além de causar prejuizos
diretos pela succdo de seiva e injecdo de substancias tdxicas nas plantas (BYRNE;
BELLOWS JUNIOR, 1991; SALGUEIRO, 1993; LOURO, 2004; LI et al, 2011;
CARVALHO et al.,, 2014). O controle da mosca branca é bastante complexo devido a
natureza invasora e a elevada taxa de reproducdo, tendo como um fator limitante a
manifestacdo  de resisténcia a inseticidas, que evidencia a necessidade do
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle desse vetor (HAJI et al., 2000;
IBRAHIM et al., 2015).

Técnicas de engenharia genética podem ser utilizadas como ferramentas
importantes no desenvolvimento de plantas resistentes. O silenciamento génico pos-
transcricional via RNA interferente (RNAI) é uma das estratégias da engenharia genética
que pode ser utilizada para obter plantas resistentes a pragas com maior grau de
especificidade (BONFIM et al., 2007; ARAGAO et al.,, 2013; IBRAHIM et al., 2015). O
silenciamento do gene v-ATPase em mosca branca, via mecanismo de RNAI, pode ser
usado como alternativa para o controle de mosca branca e obtencdo de plantas resistentes
(UPADHYAY et al,, 2011; THAKUR et al., 2014, IBRAHIM et al., 2015).

2. JUSTIFICATIVA

B. tabaci € uma praga responsavel por causar grandes danos a agricultura em todo
o mundo, pela succdo de seiva e, principalmente, por ser vetor de diferentes viroses, com
destaque para as begomoviroses, que Sdo responsaveis por graves epidemias e danos
econdmicos em diversas culturas. A manifestacdo de resisténcia da mosca branca a
inseticidas evidencia a necessidade do desenvolvimento de estratégias mais eficazes de
controle desse vetor. Avancos nos estudos e o desenvolvimento de diversas técnicas

moleculares possibilitaram maior entendimento dos diversos processos bioquimicos em
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varios organismos e como manipuld-los de forma precisa. Entre essas técnicas, o
mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI) pode ser utilizado para obtencdo de plantas
resistentes a diversas pragas (WANG et al., 2000; BONFIM et al., 2007; ARAGAO et
al., 2013).

Foram relatados o uso de RNAI no controle de insetos coledpteros, como de
Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), pelo silenciamento de alguns
genes, dentre eles, genes das subunidades de v-ATPase, a-tubulina, entre outros (BAUM
et al., 2007). Também foram relatados em lepiddpteros, como Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae), pelo silenciamento do gene CYP6AE14 mediado por plantas
transgénicas (MAO et al., 2007).

Recentemente, foi liberado o miho transgénico MON 87411 tolerante ao
herbicida glifosato, devido a expressdo do gene cp4 epsps, e resistente a Diabrotica
speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae), pela expressdo da proteina endogena Cry3Bbl, e
pelo silenciamento do gene DvSnf7 nas larvas do inseto, devido a expressdo de dsRNASs
de DvSnf7 (MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA, INOVACOES E
COMUNICACOES — MCTIC/PARECER TECNICO N°5.162/2016)

No trabalho relatado por Upadhyay et al. (2011), foram observados diferentes
graus de mortalidade de moscas brancas atraves da administracdo oral de SiRNA e
dsRNA, visando o silenciamento de cinco genes em mosca branca: actina, ADP/ATP
translocase, a-tubulina, proteina ribossomal L9 e a subunidade A da v-ATPase. A
administracdo oral de siRNAs e dsRNAs, com destaque para dsRNAs para v-ATPase,
demonstrou ser eficiente no controle do inseto (UPADHYAY et al., 2011). Trabalhos
envolvendo B. tabaci e o gene que codifica para a v-ATPase, demonstraram resisténcia
ao inseto em plantas de tabaco e alface, com consequente redugéo na populagdo do inseto
adulto (THAKUR et al., 2014, IBRAHIM et al,, 2015). A insercdo de um gene para
silenciamento da v-ATPase de mosca branca em tomateiro via transformacdo por
Agrobacterium tem como objetivo a obtencdo de plantas resistentes a mosca branca pela

expressdo de um siRNA especifico para o gene.

3. HIPOTESE CIENTIFICA
O uso de tomateiros resistentes modificados geneticamente, pelo silenciamento
do gene da v-ATPase de Bemisia tabaci através da expressdo de siRNAs, controlam a

infestacdo de moscas brancas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Obtencdo de plantas de tomateiro resistentes a mosca branca pelo silenciamento

do gene da v-ATPase da mosca branca devido a expressdo de SiRNASs.

4.2 Objetivos especificos
» Estabelecer uma criagdo massal de mosca branca para uso em experimentos.
= Gerar plantas de tomateiro modificadas geneticamente via Agrobacterium.
» Realizar bioensaios para analisar o efeito da alimentacdo de moscas brancas em

plantas transgénicas de tomate.

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 A Cultura do Tomateiro (Solanum lycopersicum L.)

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma planta dicotileddnea da familia
Solanaceae, tipicamente autdgama, com baixa taxa de polinizagdo cruzada, comportando-
se como cultura de ciclo anual (ALVARENGA, 2004). E uma das principais hortaligas
produzidas no Brasil, com grande importancia econdmica e alimentar. O tomate é fonte
de vitamina C, pro-vitamina A (betacaroteno) e antioxidantes (licopeno e outros
carotendides) (BOITEUX etal., 2012).

De acordo com levantamento realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) de 2017, a area total colhida de tomate foi de 64,64 mil hectares (ha)
e a producéo total foi de 4.373.047 toneladas (t), com destaque para os estados de Goias,
Minas Gerais e Séo Paulo, que sdo os principais produtores. O Brasil ocupa o nono lugar
na producdo mundial (ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - AGRIANUAL,
2013), sendo a China o maior produtor seguido dos EUA, india, Turquia e Egito (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAOSTAT,
2016).

No cultivo do tomateiro foram relatados diversas pragas e distrbios fisiologicos
afetando a cultura, o que eleva o custo de producdo total devido a exigéncia a insumos,
como fertilizantes e defensivos (CARVALHO et al., 2014). Entre as pragas que afetam o
cultivo tomateiro, foram relatados problemas ocasionados pela infestacdo de mosca

branca Bemisia tabaci, responsavel por causar prejuizos pela suc¢do de seiva e pela
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transmissdo de viroses (BYRNE; BELLOWS JUNIOR, 1991; SALGUEIRO, 1993;
LOURO, 2004; LI etal., 2011; CARVALHO et al.,, 2014).

5.2 Mosca branca (Bemisia tabaci)

5.2.1 Classificacdo

A mosca branca é um inseto da ordem Hemiptera da familia Aleyrodidae, que
contém aproximadamente 126 géneros, com mais de 1.550 espécies identificadas
(BYRNE; BELLOWS JUNIOR, 1991; SALGUEIRO, 1993), sendo a espécie B. tabaci a
gue representa maiores problemas para agricultura, considerada como a mais importante
e amplamente distribuida (HAJI et al., 2000). Em 1991, foram constatados bi6tipos A e
B entre as populagfes do género Bemisia (BROWN et al., 1995a), e posteriormente, com
base em critérios bioldgicos e filogenéticos, as evidéncias sugeriram que pode haver um
complexo de espécies com numerosos bibtipos. Esses bidtipos sdo populagbes com
potenciais de elevar a0 maximo suas atividades e aperfeicoar o poder de viruléncia
(BELLOWS etal., 1994; BROWN et al., 1995a; PERRING, 2001).

5.2.2 Descrigdo morfoldgica

Os adultos séo pequenos insetos, medindo 1 a 2 mm de comprimento, possuem
aparelho bucal picador-sugador e dois pares de asas membranosas, recobertas por uma
substancia pulverulenta de coloracdo branca. Quando em repouso, as asas sdo mantidas
levemente separadas, com os lados paralelos formando uma espécie de teto sobre o
abdome, que € de coloracdo amarela (HAJI et al., 2005).

As moscas brancas apresentam metamorfose incompleta, passando do estadio ovo
para ninfa (instares: 1, 11, 1l e V1) e depois para fase adulta. Os ovos tém o formato de
péra, coloracdo amarelada e sdo depositados na face inferior das folhas, presos por um
pedunculo curto. Quando os ovos estdo proximos aeclosdo ficam com coloragdo marrom.
As ninfas sdo translicidas de coloragdo amarela a amarelo-claro e apresentam aparelho
bucal picador-sugador. Logo ap0s a eclosdo as ninfas, no primeiro instar (instar 1), se
locomovem sobre as folhas, fixam-se em um local pelo rostro e iniciam a succ¢ao da seiva.
Nos instares 1l e Ill permanecem fixadas no mesmo local e no dtimo instar, tem a fase
chamada de pupério (exivia do Gltimo instar da ninfa) que antecede a emergéncia do
adulto (HAJI et al., 2000; HAJI et al., 2005).

21



5.2.3 Reproducéo e ciclo de vida

A reproducdo pode ser sexuada ou partenogenética, ou seja, sem fecundacdo. O
acasalamento ocorre apds 12 a 48 horas da emergéncia do adulto e vérias copulas podem
acontecer durante o ciclo de vida. O potencial reprodutivo da mosca branca depende do
potencial do bibtipo, nos aspectos de fecundidade, duracdo do ciclo biolégico e razdo
sexual (HILJE, 1995). O desenvolvimento da mosca branca € influenciado pelo periodo
seco, sendo que a precipitacdo contribui para a reducdo de sua populacao.

A temperatura é um dos fatores que mais influenciam na duracdo do ciclo de vida,
sendo a duracdo média de 19 dias a uma temperatura de 32 °C e pode chegar até 73 dias
a 15 °C (SALGUEIRO, 1993). Sob condigcdes favoraveis a mosca branca pode ter de 11
a 15 geracOes por ano e as fémeas podem ovopositar de 100 a 300 ovos durante seu ciclo
de vida (BROWN; BIRD, 1992). Na cultura do tomateiro, Salas e Mendoza (1995)
relataram um ciclo de aproximadamente 22,3 dias, do ovo a fase adulta sob condicdes de
65% de umidade e 25 °C de temperatura. Estes resultados assemelham-se aos dados
obtidos por Mizuno e Villas Boas (1997) com Bemisia tabaci bidtipo B, cujo ciclo de
vida foi 22,9 + 1,1 dias a temperatura de 25 £ 2 °C e ao trabalho realizado por Villas Bbas
(2000) com B. argentifolii, cujo ciclo biologico foi 22,4 + 0,4 dias, a 28 = 2 °C com
umidade relativa de 70 £ 10% e um fotoperiodo de 14 horas. Nas condicBes do Submedio
do Vale do S&o Francisco, o ciclo de B. argentifolii foi de 20,49 + 1,14 dias, sob
temperatura de 24,74 + 0,53 °C e 75,91 + 2,55% de umidade relativa (MOREIRA et al.,
1999).

De forma geral, os estudos apresentados sobre os aspectos bioldgicos da mosca
branca em tomate demonstraram resultados similares, sendo as diferencas observadas

devido as condi¢bes climaticas, principalmente de temperatura e umidade.

5.2.4 Dispersdo geogréfica e historico

O provavel centro de origem da B. tabaci é no Oriente, tendo sido introduzida na
Europa, Bacia Mediterranea, Africa, Asia, América Central (Panamd, Costa Rica,
Nicaragua, Republica Dominicana, Guatemala, El Salvador, Cuba e Honduras), América
do Sul (Brasil, Argentina, Coldombia, Venezuela) e Bacia do Caribe pelo transporte de
plantas ornamentais (BROWN et al, 1995a). A mosca branca ja esta distribuida
mundialmente e causa prejuizos em varias culturas de importancia econdmica, devido a

sua capacidade de se adaptar a diversos hospedeiros e condicGes climaticas, podendo ser
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encontrada em &reas tropicais, subtropicais e temperadas (BROWN, 1993;
SALGUEIRO,1993).

B. tabaci tem sido capaz de desenvolver bi6tipos com caracteristicas morfologicas
similares, porém com diferentes habitos, caracteristicas reprodutivas e adaptabilidade a
outras culturas e clima (SALGUEIRO, 1993).

No Brasil, em 1923 os primeiros relatos da B. tabaci foram feitos por Bondar
(1928). No final da década de 60, diversos virus transmitidos pela mosca branca ja tinham
sido identificados, mas todos considerados como causadores de doencgas secundarias, sem
importancia econdmica, em razdo da baixa incidéncia com que ocorriam nas culturas
(COSTA, 1975).

Em 1968 foi relatado mosca branca em algoddo por Costa et al. (1973) e em 1972
foram relatadas populacdes elevadas de B. tabaci em algumas regiées do norte do Parana
e no sul de Séo Paulo nas culturas de soja, feijao, algoddo, girassol e outras. Em 1975,
também foi observada infestacfes de mosca branca no norte do Estado de Séo Paulo, em
culturas de soja e algoddo. Com o aumento da populacdo da mosca branca foi observado
um aumento na incidéncia de doencas causadas por geminivirus em algumas culturas,
especialmente no feijoeiro com alta incidéncia do virus do mosaico dourado do feijoeiro
(“Bean golden mosaic virus” - BGMV), pelo fato das moscas brancas atuarem como
vetores desses virus (ATSUSHI, 2001).

No inicio da década de 90 foram constatados surtos elevados de mosca branca no
Sudeste (S&o Paulo e Minas Gerais), Centro-Oeste (Goias e Distrito Federal) e Nordeste
(Pernambuco, Bahia, Rio Grande do Norte, Ceard, Piaui e Paraiba), causando prejuizos
em diversas culturas de importancia econdmica. O rapido aumento da populacdo de
mosca branca na olericultura e em culturas ornamentais em S0 Paulo levou a
identificacdo de um novo bidtipo de B. tabaci, denominado de bidtipo B (MELO, 1992;
LOURENCAO E NAGAI, 1994).

Em 1993, no Distrito Federal os primeiros surtos com o bidtipo B se deram na
cultura do tomate industrial e pepino (FRANCA et al, 1996) e em Barreiras-BA no
feijoeiro. Na regido Nordeste do Brasil, no final de 1995, foram constatados altos niveis
populacionais da mosca branca em hortalicas, fruteiras e plantas daninhas no Submédio
do Vale do Séao Francisco, sendo que em 1996 a maioria dos estados do Nordeste tinha
infestagdes ocasionando danos econdmicos (HAJI et al., 1996a; HAJI et al., 1996b; HAJI
et al., 1997, HAJI et al., 2000).
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5.2.5 Danos causados a agricultura

A mosca branca é responsavel por causar grandes danos a agricultura por possuir
desenvolvimento rapido e ser adaptada a diversos hospedeiros, colonizando mais de 700
espécies de plantas, incluindo algumas das familias cucurbitaceas (abdbora, melancia e
meldo), solandceas (tomate e pimentdo), brassicas (couve), fabaceas (soja e feijdo),
euforbiaceas (mandioca, leiteiro e marmeleiro), malaceas (algoddo) e plantas
ornamentais (crisantemo) (FERREIRA; AVIDOS, 1998; HAJI et al., 2004; LI et al.,
2011).

Esses insetos podem causar danos diretos pela succdo da seiva, na parte abaxial
das folhas, e pela injecdo de toxinas e substancias agucaradas responsaveis por reduzir a
turgescéncia das plantas e favorecer o desenvolvimento de fumagina nas folhas. Como
consequéncia, observam-se reducbes tanto na capacidade fotossintética, quanto na
producdo e na qualidade dos frutos (BYRNE; BELLOWS JUNIOR, 1991; SALGUERO,
1993).

Além dos danos diretos, podem causar danos indiretos pela transmissdo de virus,
principalmente 0s pertencentes ao grupo dos geminivirus. Entre 0s agentes virais
transmitidos por B. tabaci, 90% pertencem ao @énero Begomovirus (Familia
Geminiviridae), 6% ao género Crinivirus (Familia Closteroviridae) e os 4% restantes
pertencem aos géneros Closterovirus (Familia Closteroviridae), Ipomovirus (Familia
Potyviridae), Carlavirus (Familia Betaflexiviridae) e Torradovirus (OLIVEIRA et al,
2001; JONES, 2003; DE BARRO et al., 2011; LI et al., 2011; NAVAS-CASTILLO et
al., 2011).

5.2.6 Impacto na cultura do tomateiro

A mosca branca é responsavel por causar grandes danos a cultura do tomateiro,
uma vez que age como vetor de diferentes géneros virais, com destaque para 0s do género
Begomovirus (BROWN et al., 1995b; SEAL et al., 2006). Nesse sentido, a literatura
destaca graves epidemias de begomoviroses que, em grande parte, decorrem da
dificuldade de controle do seu inseto vetor, a mosca branca (GIORDANO et al., 2005;
FERNANDES et al., 2008). Além das doencas virdticas causadas pelos Begomovirus tem
as causadas por agentes virais do género Crinivirus, Closterovirus e Ipomovirus que
atacam o tomateiro (OLIVEIRA etal.,, 2001; DE BARRO etal., 2011; LI et al., 2011).

Ademais, apontam-se para danos diretos causados pela sucgdo daseiva pela mosca

branca, responsaveis por afetar a capacidade fotossintética e a qualidade dos frutos. Danos
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causados nos frutos sdo evidenciados por anomalias ou desordens fitotdxicas,
caracterizadas pelo amadurecimento irregular, dificultando o ponto de colheita e
reduzindo a qualidade da pasta, no caso do tomate para indistria (LOURENCAO;
NAGAI, 1994), e pela isoporizacdo dos frutos, que ficam com aspecto esponjoso e
esbranquicado internamente (HAJI et al., 1996a).

Tais impactos sobrepesam no custo total de producdo, uma vez que os inseticidas,
de uma forma geral, encontram-se no rol de insumos que elevam o prego final, segundo

0 posicionamento de Carvalho et al. (2014).

5.2.7 Controle

O manejo da mosca branca é bastante complexo e constitui um grande desafio
devido a sua natureza invasora, caracterizada pela alta taxa de reproducdo, por possuir
um grande numero de hospedeiros, pela habilidade de desenvolver biodtipos e adaptar-se
a condicdes adversas, e pela capacidade de desenvolver resisténcia aos inseticidas (HAJI
et al., 2000).

Danos causados pela mosca branca podem ser minimizados através da adocéo de
controle cultural, quimico e biolégico. Como controle cultural pode ser utilizado barreiras
vivas evitando que os insetos cheguem nas plantas cultivadas, como demonstrado no
trabalho de Salgueiro (1993) em experimento realizado em tomate na Guatemala com
barreira constituida por plantas de sorgo, mostrando uma reducdo na populacdo das
moscas brancas e de plantas infectadas com viroses, além de evitar a perda de umidade e
favorecer a producdo de frutos. No Brasil, barreiras vivas com sorgo e milho foram
utilizadas na prevencdo da infestacdo de B. tabaci no Parana e mostraram reducdo na
incidéncia de mosaico em feijdo de 40 e 60%, na época inicial da floracdo e na época de
maturacdo, respectivamente (INSTITUTO AGRONOMICO DO PARANA - IAPAR,
1984).

Podem ser utilizadas também outras medidas de controle cultural como uso de
plantulas sadias e isentas de virus (HILJE, 1999), producdo de mudas em telados e uso
de plantas armadilhas, como pepino e berinjela, associadas a aplicacdo de inseticidas.

Em relacdo ao controle bioldgico da mosca branca varios estudos foram baseados,
principalmente, na busca de inimigos naturais. No Brasil, alguns parasitdides foram
descritos e encontrados entre as populacbes de Bemisia spp., entre eles a Encarsia
formosa (Hymenoptera: Aphelinidae) em S&o Paulo e no norte do estado do Parana, uma

espécie de Signiphora (Hymenoptera: Signiphoridae) e setes espéecies de Encarsia, com
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destaque para Encarsia porteri (Hymenoptera: Aphelinidae) a mais comum (MENEZES
JUNIOR et al, 1996). No Submédio do Vale do S&o Francisco, foram registradas
ocorréncias do parasitdide  Encarsia lutea (Hymenoptera: Aphelinidae), do
hiperparasitoide Signiphora aleyrodis (Hymenoptera: Signiphoridae) (MOREIRA et al.,
1999), dos predadores Cyclonela sp. (Coleoptera: Coccinellidae), Orius sp. (Hemiptera:
Anthocoridae), Chrysoperla sp. (Neuroptera, Chrysopidae) e é&caros da familia
Phytoseiidae (HAJI et al., 2005).

O controle quimico é o mais utilizado, porém a aplicacdo de inseticidas tem
controlado inicialmente o inseto, porém aselecdo de insetos resistentes tem sido um fator
limitante. Outro ponto relevante a ser considerado é que os pesticidas geralmente
utilizados sdo a base de neonicotinoides e, também, podem atingir a insetos benéficos
(IBRAHIM et al., 2015).

Para o controle da infestacdo de mosca branca sdo feitas varias aplicacbes de
inseticidas por ciclo da cultura, sendo considerado o nivel de dano econbmico de 1 a 3
insetos por planta, que ja é suficiente para causar perda total de um cultivo, devido a
transmissdo de viroses pela mosca branca. Os danos causados a agricultura e a
manifestacdo de mecanismos de resisténcia da mosca branca a inseticidas, evidenciam a
necessidade do desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes (IBRAHIM et
al., 2015).

O uso de plantas resistentes € um dos métodos mais recomendaveis para o controle
de doencas e pragas, por possibilitar uma reducdo nos custos de producdo, maior
seguranga e sustentabilidade, sendo de grande importancia para a agricultura o
desenvolvimento de plantas resistentes que apresentem caracteristicas agrondémicas
desejaveis (QUIRINO, 1998)

Técnicas de engenharia genética podem ser utilizadas como ferramentas
importantes para obtencdo de plantas resistentes modificadas geneticamente, pela
insercdo de genes até o momento indisponiveis na cultura, contribuindo para o aumento

da variabilidade genética.

5.3 ATPase vacuolar H+
A ATPase H+ vacuolar, também conhecida como v-ATPase, € uma enzima
conservada que atua como uma bomba de prétons em células eucaridticas (FINBOW;
HARRISON, 1997; NELSON et al., 1999, NELSON et al, 2000). A v-ATPase esta

presente nas membranas de compartimentos intracelulares, tais como vesiculas,
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lipossomas, endossomas, VvacUolos, vesiculas sindpticas, reticulo endoplasmético,
granulos secretores e no complexo de Golgi (FINBOW; HARRISON, 1997; STEVENS;
FORGAC, 1997). A sua funcdo enzimatica é conduzida pelo consumo de ATP,
transformando a energia proveniente da hidrolise de ATP em diferentes potenciais
eletroquimicos de prdétons nas membranas bioldgicas pelo bombeamento de H+
(BEYENBACH; WIECZOREK, 2006).

As v-ATPases possuem uma estrutura Unica composta de 14 subunidades de
proteinas dispostas em dois complexos, designadas VO e V1, sendo que V1 é um
complexo citoplasmatico que medeia a hidrolise de ATP e o complexo VO transloca o H+
pela membrana (BEYENBACH; WIECZOREK, 2006). A supressao da subunidade A do
dominio V1, responsével pela hidrolise de ATP, é letal (BAUM et al, 2007,
UPADHYAY etal.,, 2011).

5.4 RNAI no controle de insetos

O silenciamento génico poés-transcricional ou RNA interferente é uma das
estratégias da engenharia genética, que pode ser utilizada para obtencdo de plantas
resistentes e/ou tolerantes a pragas (WANG et al., 2000; BONFIM etal., 2007; ARAGAO
et al., 2013). O mecanismo de RNAI envolve a acdo de uma endonuclease RNase I,
chamada DICER, que possui 0 papel importante de clivar moléculas de dsRNA, em
SIRNA (pequenos RNAs interferentes) e em miRNA (microRNA), de 21 a 25
nucleotideos (ANGOJI et al, 2010). Os siRNAs apds associarem-se ao complexo
ribonucleoprotéico, denominado como RISC (RNA-induced Silencing complex),
servirdo de guia para deteccdo de sequéncias especificas complementares ao RNA
mensageiro. Ao encontrar homologia, haverd a degradacdo, pela acdo de proteinas
associadas ao complexo RISC, denominadas argonautas, ou a ndo traducdo, controlando
a expressao génica (JINEK E DOUDNA, 2009; KABIR et al., 2008).

Antes da descoberta dos mecanismos de RNAI, varios entraves limitavam 0s
estudos da funcdo de genes especificos de insetos (GARBUTT, 2011). O uso da proteina
Cry de Bacillus thuringiensis permite um controle de pragas mastigadoras, como
lepidépteros e coledpteros, porém alguns insetos sugadores, como a mosca branca, ndo
sdo controlados por essas proteinas (DUTT, 2007; VIRLA et al., 2010; NELSON et al.,
2000). Na busca de controlar insetos sugadores, podem ser utilizados algumas proteinas,
tais como quitinases, lectinas e inibidores de enzima, para proporcionar um certo grau de

resisténcia. Entretanto, a maioria dessas proteinas apresentam baixa especificidade e
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toxicidade, podendo levar a resisténcia de alguns insetos por adaptacdes fisioldogicas.
Além disso, algumas dessas proteinas, como inibidores enzimaticos e lectinas, possuem
nutrientes que podem ser toxicos aos mamiferos, inclusive aos humanos (GATEHOUSE
et al, 1995; VAN DAMME et al., 1998; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002).

A tecnologia de RNAI pode ser utilizada para o controle de pragas com maior
especificidade. Foram relatados o uso de RNAi no controle de coledpteros, como
Diabrotica virgifera virgifera (BAUM et al., 2007) e de Diabrotica speciosa, e de
lepidopteros, como de Helicoverpa armigera pelo silenciamento do gene CYP6AE14
mediado por plantas transgénicas (MAO et al., 2007). Essas novas estratégias de controle,
com diferentes modos de agdo, sdo importantes para evitar emergéncia de insetos
resistentes as proteinas Cry (BAUM et al., 2007) e para controle de insetos de maneira
mais especifica.

Recentemente, foi liberado o milho transgénico MON 87411 resistente a
Diabrotica speciosa, praga de raiz, e tolerante ao herbicida glifosato, utilizado para
controle de plantas daninhas. A resisténcia a D. speciosa se da pela expresséo da proteina
endogena Cry3Bbl e pela expressdo de dsRNAs DvSnf7. Os dsRNAs ao serem ingeridos
pelas larvas da D. speciosa sdo reconhecidos pela maquinaria de RNAI das larvas,
resultando na reducdo ou supressio da expressdo do gene alvo DvSnf7 (MINISTERIO
DA CIENCIA, TECNOLOGIA, INOVACOES E COMUNICACOES -
MCTIC/PARECER TECNICO N°5.162/2016).

Para o controle de mosca branca, o desenvolvimento do método de administracdo
de SiRNA e dsRNA de v-ATPase, através da alimentacdo, mostrou-se eficiente no
controle desse inseto (UPADHYAY et al, 2011). Trabalhos recentes relataram uma
reducdo da populagcdo de moscas brancas, através do silenciamento do gene v-ATPase,
em plantas transgénicas de tabaco (THAKUR et al.,, 2014) e alface (IBRAHIM et al.,
2015), expressando SiRNAs de v-ATPase. Os sSiRNAs ingeridos pelos insetos induzem o
silenciamento dav-ATPase, aumentando assim ataxa de mortalidade e alteracdo do ciclo
da mosca branca (THAKUR et al., 2014, IBRAHIM et al., 2015).

5.5 Transformacdo genética do tomateiro
O tomateiro é considerado uma planta modelo de transformacdo de plantas
dicotiledéneas (MCCORMICK et al., 1986; LING et al., 1998). O primeiro relato de
transformacdo de tomate foi feito por McCormick et al. (1986), e varios outros trabalhos
de transformacdo foram relatados (CHYI AND PHILLIPS, 1987; FILLATTI etal., 1987;
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FISCHHOFF etal., 1987; DELANNAY et al., 1989; DAVIS et al., 1991a; DAVIS et al.,
1991b; VAN ROEKEL et al, 1993; HAMZA;CHUPEAU,1993; PATIL, 1994;
AGHARBAOUI etal, 1995; FRARY, 1995; FRARY; EARLE, 1996; LING et al., 1998;
TABAEIZADEH etal., 1999; VIDYA et al., 2000; COSTA et al., 2000; HU; PHILLIPS,
2001; PARK et al., 2003; RAJ et al., 2005; SUN et al., 2006, QIU et al., 2007).

No trabalho desenvolvido por Sun et al. (2006) foi relatado alta eficiéncia de
transformacdo de tomate via Agrobacterium, utilizando a cultivar Micro-tom. A
variedade Micro-tom é considerada como modelo para abordagens genémicas, por
apresentar caracteristicas vantajosas, tais como tamanho pequeno, ciclo curto (70 a 90
dias) e ser de facil transformacdo genética (SUN et al., 2006; QIU et al., 2007).
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6. MATERIAL E METODOS
Os procedimentos de laboratorio foram executados na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), Brasilia-DF, no Laboratério de Engenharia

Genética Aplicada a Agricultura Tropical.

6.1 Vetores

6.1.1 pCAMBIA 2300ATPase

O plasmideo pC2300ATPase contém o cassete de supressdo, envolvendo um
fragmento de DNA com sequéncias repetidas invertidas in tandem com homologia a uma
regido do gene de v-ATPase de Bemisia tabaci, e 0 gene de selegéo npt Il que confere

resisténcia a canamicina e a paramomicina, utilizado para selecionar as células

transformadas (Figural).
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Figura 1: Representacdo esqueméatica do vetor pC2300ATPase que contém as
construcdes de RNAI para sequéncias especificas do gene v-ATPase de mosca branca, e
0 gene npt Il, que codifica para a enzima NPTII (Neomicina Fosfotransferase tipo 1) e

confere resisténcia a canamicina e paramomicina.
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O cassete de supresséo, contendo sequéncias repetidas invertidas in tandem com
homologia a uma regido do gene de v-ATPase de Bemisia tabaci, foi retirado do vetor
pBtATPaseC3300 desenvolvido por Ibrahim etal. (2015), pela digestdo com as enzimas
de restricdo Hind 111 e EcoRI. O fragmento obtido foi ligado nos sitios Hind 111 e EcoRlI
no vetor pPCAMBIA2300, resultando no vetor pC2300ATPase. O vetor pC2300ATPase
foi utilizado para transformar explantes cotiledonares de tomate da variedade Micro-Tom
via Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Segundo lbrahim et al. (2015), para a obtencdo da sequéncia v-ATPase foi feita
uma busca no banco de dados NCBI realizada a partir de seis sequéncias relacionadas de
Helicoperva armigera, Bombyx mori, Culex quinquefascitatus, Ostrinia furnacalis,
Manduca sexta e Spodoptera littralis, que foram identificadas e alinhadas usando o
programa MEGAS. A regido conservada do alinhamento foi utilizada para conceber os
primers que amplificam a regido v-ATPase, e esses primers foram utilizados para
amplificar um fragmento de v-ATPase do DNA gendmico extraido de Bemisia tabaci. O
fragmento obtido foi clonado no vetor pGEM-T Easy® (Promega) e, posteriormente,
sequenciado pela empresa Macrogen (Coréia). A sequéncia obtida de 576 pb foi clonada
no vetor pSIU, desenvolvido por Tinoco et al. (2010), no sentido sense e antisense

separado por intron para assegurar a formacdo de grampo (IBRAHIM etal., 2015).

6.1.2 pCAMBIA3301

O vetor binario pPCAMBIA3301 possui 0 gene repdrter gus (B- glucuronidase) e o
gene marcador de selecdo bar, que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amdnio
(GA), sob o controle do promotor constitutivo CaMV35S (Figura 2). O vetor pC3301 foi
utilizado para agroinfiltragdo de frutos da variedade Pepe.
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Figura 2: Representacdo esquematica do vetor pCAMBIA3301 que contém 0 gene
reporter gus e o gene de sele¢do bar, que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de

amonio (GA), sob o controle do promotor constitutivo CaMV35S.

6.1.3 pCAMBIA2301
O vetor binario pCAMBIA 2301 contém o gene reporter gus (B- glucuronidase) e
0 gene de selecdo npt Il que confere resisténcia a canamicina e a paramomicina (Figura

3). O vetor pC2301 foi utilizado para agroinfiltracdo de frutos da variedade Pepe.
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Figura 3: Representacdo esquematica do vetor pCAMBIA2301 que contém o gene
reporter gus e o gene de selecdo npt I, que confere resisténcia a canamicina e a

paramomicina, sob o controle do promotor constitutivo CaMV35S.

6.2 Transformacao de bactérias

6.2.1 Escherichia coli

Células eletrocompetentes de E. coli foram transformadas por eletroporacdo com
cada plasmideo de interesse. As amostras foram plaqueadas em meio LB (Luria-Bertani)
solido, contendo canamicina (100 mg/L) para selecdo, e foram incubadas overnight a
temperatura de 37 °C. Clones selecionados foram multiplicados em 3 mL de meio LB
liquido, contendo canamicina, e ap0s crescimento, por 16 horas a 37 °C, foram feitas
mini-preps para purificagdo do DNA, de acordo com protocolo descrito por Sambrook e
Russell (2001). As clonagens foram confirmadas, por analise de restricdo com diferentes
enzimas, e os clones de cada transformacdo foram selecionados de acordo com o perfil

de restricdo esperado.
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6.2.2 Agrobacterium tumefaciens cepa EHA-105

Agrobacterium tumefaciens cepas EHA-105 desarmadas, que possuem gene de
resisténcia a rifampicina, foram transformadas por eletroporacdo, para formacdo de trés
linhagens de A.tumefaciens diferentes, contendo o DNA dos plasmideos de interesses
pC2300ATPase, pPCAMBIA2301 e pCAMBIA3301 (LACORTE; ROMANO, 1998).
Amostras de 100 pL de cada transformacdo foram plaqueados em meio LB solido,
contendo canamicina (100 mg/L) e rifampicina (100 mg/L) para selecdo, e incubadas a
28 °C por 2 dias. Clones obtidos foram multiplicados em meio LB liquido com os
antibiéticos seletivos por 3 dias a 28 °C e 180 rpm. Dos clones crescidos em meio LB
liquido foram preparadas diferentes aliquotas das A.tumefaciens transformadas, com
acréscimo de glicerol autoclavado. As aliquotas foram armazenadas em freezer -80 °C,

com concentracdo final de 25% de glicerol.

6.3 Obtencéo do material vegetal

6.3.1 Germinacao in vitro de sementes da variedade Micro-Tom

Sementes de tomate da variedade Micro-Tom foram esterilizadas para germinacéo
in vitro, para isso, sementes foram submersas em solucdo de etanol 70% durante um
minuto. Logo apds, a solucdo de etanol 70% foi retirada e as sementes foram submersas
em uma solucdo de hipoclorito de sddio 2% por 5 minutos, seguido de cinco enxagues
com &gua destilada autoclavada, com auxilio de uma peneira de aluminio previamente
autoclavada. As sementes foram secas em papel filtro autoclavado e transferidas para
frascos contendo 30 mL de meio de germinagdo, composto por %2 MS com vitamina, 1,5%
de sacarose e 0,7% agar, com pH ajustado para 5.7. A germinacdo foi conduzida por um
periodo de 8 a 10 dias em camara de cultura a 25 £ 2 °C. Inicialmente os frascos foram
mantidos no escuro por volta de 6 dias e ap6s foram transferidos para luz sob fotoperiodo
de 16 h.

6.3.2 Obtencéao de frutos da variedade Pepe

Sementes de tomate da variedade Pepe, foram inicialmente germinadas em
vermiculita. Apds 2 a 3 semanas, as plantulas germinadas foram transferidas para vasos
com substrato e solo, na proporcédo de 1:1, e mantidas em casa de vegetacdo para produgéo
de frutos.
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6.4 Curvade selecdo com explantes cotiledonares

Foi realizada uma curva de selecdo com canamicina e paramomicina, nas
concentragcdes de 0; 25; 50 e 100 mg/L para cada antibiético, visando definir o agente
seletivo mais adequado e a respectiva concentracdo que permita a selecdo de células
transformadas, de explantes cotiledonares, e a regeneracdo das mesmas.

Para estabelecimento da curva de selecdo, foram utilizados explantes
cotiledonares provenientes das plantulas de Micro-Tom germinadas in vitro. Em camara
de fluxo laminar, os cotilédones foram removidos, com auxilio de pinca e bisturi estéreis,
e cortados ao meio de forma transversal, retirando também as extremidades, partes
proximais e distais das folhas, originando dois explantes por folha. Os explantes
cotiledonares obtidos foram inoculados com a parte abaxial virada para baixo, em contato
com o meio de inducdo contendo diferentes concentracbes dos antibioticos, canamicina
ou paramomicina. Para cada tratamento foram feitas duplicatas.

O meio de indugdo foi composto por sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com sacarose 2%, PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, nitrato de prata 2 mg/L,
zeatina 5 pM, AIA 0,1 pM, vitamina B5, Timentin 100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L e
agar 0,6%, pH 5,7.

6.5 Transformacao genética

6.5.1 Transformacdo de explantes cotiledonares mediada por Agrobacterium
tumefaciens

Para a transformacdo genética, aliquotas de Agrobacterium tumefaciens contendo
0 plasmideo pC2300ATPase foram plagueadas em meio AB solido (CHILTON et al.,
1974), contendo os antibidticos rifampicina (100 mg/L) e canamicina (100 mg/L), e
incubadas por 2 a 3 dias, a 28 °C. Em seguida, parte da cultura bacteriana crescida no
meio AB solido foi coletada com auxilio de uma espatula e ressuspendida em um tubo de
50 mL tipo Falcon com meio de cocultura liquido, composto por sais MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 3%, PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, BAP
5 uM, AIA 0,1 pM, acetoseringona 200 pM, cisteina 400 mg/L e vitamina B5, com pH
ajustado para 5,2.

A suspensdo bacteriana foi homogeneizada, em agitador tipo Vortex™, e diluida

att a obtencdo de uma OD600 = 0,5 mensurada em espectrofotbmetro
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(BioPhotometerplus - Eppendorf). Os cotilédones provenientes de plantulas de Micro-
Tom germinadas in vitro, por 8 a 10 dias, foram retirados e colocados em uma placa Petri
contendo a suspensdo bacteriana. Com auxilio de pinga e bisturi estéreis, os cotilédones
foram cortados ao meio, de forma transversal, e nas extremidades distais e proximais das
folhas, em contato com a Agrobacterium. Explantes cotiledonares obtidos ficaram
imersos na suspensdo bacteriana por 30 minutos. Alguns cotilédones foram cortados
apenas em meio de cocultura liquido, sem a presenca da bactéria, e também
permaneceram imersos no meio por 30 minutos, para compor o controle do experimento.
Em seguida, os explantes foram secos, em papel filtro autoclavado, e inoculados, com a
superficie abaxial voltada para baixo, em meio de cocultura sélido, durante 48 horas no
escuro a 25 + 2 °C. Para meio de cocultura sélido foi utilizada a mesma composicdo do
meio de cocultura liquido com adigcdo de 0,6% de &gar.

Apos dois dias em cocultura sélida, os explantes foram transferidos para meio de
inducdo contendo o agente seletivo para regeneracdo de explantes transformados. Parte
dos explantes do controle foram transferidos para meio de inducdo sem antibidtico para
analise da regeneracdo in vitro, e a outra parte foi transferida para meio com o agente
seletivo para andlise da selecdo. Osexplantes foram inoculados com a superficie abaxial
em contato com o meio e as placas foram vedadas com micropore. A cada 15 dias, 0s

explantes foram transferidos para novo meio de indugcdo com seleco.

6.5.2 Agroinfiltracdo

Aliquotas das linhagens transformadas de Agrobacterium tumefaciens EHA 105,
uma contendo o plasmideo pCAMBIA2301 e a outra contendo o plasmideo
pCAMBIA3301, foram plaqueadas separadamente em meio AB solido (CHILTON et al.,
1974), contendo os antibioticos rifampicina (100 mg/L) e canamicina (100 mg/L). As
placas foram incubadas por 2 dias, a 28 °C. Em seguida, a cultura bacteriana crescida no
meio AB solido foi raspada, com auxilio de uma espatula, e ressuspendida em meio de
agroinfiltagdo, composto por ¥z sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado
com sacarose 5%, MES 0,05%, Silwet L-77 0,02%, acetoceringona 100 pM e pH 5,7.
Apobs a homogeneizacdo da suspensdo bacteriana, em agitador tipo Vortex™, foi realizada
a leitura da absorbancia em espectrofotobmetro a 600 nm e a densidade dtica (OD) da
suspensdo bacteriana foi ajustada para 0,1.

Frutos em diferentes estadios de maturacdo, provenientes de plantas de tomate da

variedade Pepe, foram agroinfiltrados com as suspensdes bacterianas preparadas. Para
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representar o controle, foi injetado somente o meio de agroinfiltracdo. Foram utilizados
frutos em 6 estadios diferentes, representados na figura 4, e as suspensdes bacterianas

foram injetadas com auxilio de seringa e agulha de insulina.

o0 0®
4 5

0 1 2 3
Figura 4: Estadios de maturacdo dos frutos da variedade Pepe agroinfiltrados.

Apobs o completo desenvolvimento dos frutos agroinfiltrados, foram coletadas as
suas sementes. As sementes coletadas foram desidratadas em papel filtro a temperatura
ambiente e, ap6s, foram armazenadas em cémara fria, devidamente identificadas de

acordo com o tratamento.
6.6 Material vegetal transformado

6.6.1 Regeneracdo de explantes cotiledonares apds transformacéo genética

Apos a transformacdo genética via Agrobacterium, os explantes foram cultivados
em meio de inducdo na presenca do agente seletivo, canamicina. Gemas resistentes ao
antibiético foram repicadas, até a diferenciacdo dos tecidos. Brotos emergentes
permaneceram na selecdo e foram transferidos para meio de alongamento composto por
sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 3%, vitamina B5,
Timentin 100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L, canamicina 25 mg/L e agar 0,6%, pH 5,7.

Brotos bem desenvolvidos foram transferidos para um meio de enraizamento com
0 agente seletivo. O meio de enraizamento foi composto de sais MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 3%, IBA 1 mg/L, vitamina B5, Timentin
100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L, canamicina 25 mg/L e agar 0,6%, com pH ajustado para
5,7. Alguns brotos enraizaram em meio de alongamento, ndo necessitando a transferéncia

para 0 meio de enraizamento.
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Com o desenvolvimento pleno das raizes, as plantas foram aclimatadas em casa
de vegetacdo, em substrato (solo e vermiculita na proporcao de 1:1), inicialmente cobertas
com um saco plastico.

As plantas aclimatadas foram transferidas para vasos maiores e permaneceram em
casa de vegetacdo para producdo de frutos. Os frutos maduros foram colhidos e as

sementes foram coletadas, identificadas e armazenadas a4 °C.

6.6.2 Germinacdo de sementes provenientes de frutos agroinfiltrados e selecdo de
plantulas transformadas

Sementes de tomate provenientes dos frutos agroinfiltrados foram lavadas com
agua destilada e, apds, submersas em solucdo de etanol 70% durante dois minutos,
seguida de trés enxagues com agua destilada. Em seguida, as sementes lavadas foram
tratadas com o fungicida Orthocide 500 "™ e colocadas para germinar em vermiculita.
Para fornecimento de nutriente, visando o desenvolvimento das plantulas germinadas, foi
adicionado adubo e borrifado uma solugdo 1X de sais MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962).

Para selecdo das plantulas transformadas, foi pulverizada, apds 1 més, uma
solucdo de 0,3% de glufosinato de amdnio (GA) em plantulas provenientes dos
tratamentos agroinfiltrados com Agrobacterium, contendo o vetor pC3301, que possui 0
gene de selecdo bar, e uma solucdo de 0,3% de canamicina em plantulas provenientes dos
tratamentos agroinfiltrados com Agrobacterium, contendo o vetor pC2301, que possui 0
gene de selecdo npt Il. Foram realizadas duas aplicagbes da solugdo, com espagamento

de 2 dias entre as mesmas.

6.7 Analises do material vegetal transformado

6.7.1 Ensaio de fluxo lateral

Algumas plantas transgénicas, regeneradas a partir de explantes cotiledonares,
foram analisadas utilizando o método de imunoensaio de fluxo lateral (Lateral FlowStrip)
que detecta a proteina NPTII (Neomicina Fosfotransferase tipo Il). O teste foi realizado
com pedacos de folhas maceradas na presenca do tampdo comercial fosfato-salino (PBS)

1X. Apds obter o macerado, tiras foram inseridas para detectar a expressao de proteina.
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6.7.2 Extracdo de DNA e PCR

O DNA das plantas regeneradas a partir de explantes cotiledonares foi extraido de
acordo com o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987), com modificagdes. O material
vegetal coletado foi macerado em tubos de centrifuga tipo Eppendorf na presenca do
tampdo CTAB 2% (Cetyltrimethylammonium bromide) e incubados a 65 °C por 20
minutos. Para desnaturacdo e solubilizacdo das proteinas foi adicionado cloroformio-
alcool isoamilico 24:1, e os tubos contendo a mistura foram homogeneizados em agitador
do tipo Vortex™ e centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa formada na
parte superior, que conttm o DNA, foi coletada e transferida para um novo tubo,
devidamente identificado. O DNA foi precipitado em isopropanol gelado, sendo
homogeneizado e mantido por 10 minutos a temperatura ambiente, e logo apos,
centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi lavado com adicdo de etanol 70%, que foi novamente centrifugado a 14.000 rpm por
5 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e apds secagem o sedimento foi
ressuspendido em agua milli-Q autoclavada.

O DNA extraido foi submetido a uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando-se a enzima Tag DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen), conforme
recomendado pelo fabricante. Para amplificar um fragmento de 576 pb do gene v-ATPase
utilizou-se o par de iniciadores: ATPSX (5’CTGACTTCTAGAGCTCGCATCCGAAA
GCGCCGGGAATG3’) e ATPSK (5’ACGTACGGGTACCACTAGTCGGCGACC
CTGTACAGCGAAC3’) (lbrahim et al., 2015). Em um termociclador, a reacdo foi
submetida a 95 °C, por 5 minutos para desnaturagdo, e amplificada por 35 ciclos (95 °C
por 1 min, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minuto) com um ciclo final a 72 °C por 7
minutos.

Os produtos da PCR foram visualizados em transiluminador (Bio Rad
Laboratories) apos eletroforese em gel de agarose 1%, corrido em tampdo TBE (Tris —
borato - EDTA) 0,5X e corados com SYBR green.

6.7.3 Southern blot

Para visualizar as cOpias do transgene no genoma de plantas transformadas, foi
utilizada a técnica de Southern blot, conforme descrito por Sambrook e Russell (2001).
O DNA genoémico do tomateiro foi previamente extraido de folhas pelo método CTAB
2%, conforme descrito por Doyle e Doyle (1987), com modificagdes. Para a extragdo

foram maceradas em nitrogénio liquido, com auxilio de um almofariz, 2 gramas de tecido
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vegetal fresco, ou, aproximadamente, 1 grama de tecido vegetal seco, previamente
congelado. O po resultante da maceracdo foi transferido para um tubo de polipropileno
contendo 15 mL de tamp@o CTAB 2% preaquecido a 65° C em banho-maria, com adi¢do
de 200 mg de PVP e 300 uL. de B-mercaptoetanol (2%). Os tubos foram incubados a 65
°C em banho-maria, por 30 minutos, agitando manualmente a cada 10 minutos para
homogeneizar. Logo apos, foram adicionados um volume de cloroférmio-alcool
isoamilico 24:1 (15 mL) e os tubos foram agitados manualmente por 10 minutos. Apos,
0s tubos foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm a 4 °C. A fase aquosa (fase
superior) foi transferida para novos tubos, devidamente identificados, e o processo foi
repetido a partir da adicdo de um volume de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1. Apos a
segunda extracéo, foi adicionado 0,6 volume de isopropanol gelado, para precipitacdo dos
acidos nucléicos. A amostra foi homogeneizada pela inversdo dos tubos e mantida por 30
minutos no freezer. Apds, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a temperatura de 4
°C a 12.000 rpm e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com,
aproximadamente, 5mL de etanol 70% gelado e centrifugado novamente por 3 min. a
12.000 rpm a temperatura de 4°C. Por fim, o etanol foi descartado cuidadosamente e ap6s
secagem o sedimento foi ressuspendido em 400 L de agua milli-Q autoclavada.
Aproximadamente 10 pg de DNA genbmico foram digeridos com a enzima de
restricdo Hind 111 a 37 °C, overnight. Para separacdo dos fragmentos, os produtos da
digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, corrido em tampao TBE
(Tris — borato - EDTA) 0,5X. Ap0s eletroforese o gel foi corado com brometo de etidio e
analisados em transiluminador (Bio Rad Laboratories). Logo apos, o gel foi incubado por
10 min em solucdo de despurinacdo (0,25 M HCI), seguido de incubacdo por 30 min em
solucdo de desnaturacdo, e mais 30 min em solucdo de neutralizagdo. Apos as lavagens,
0 DNA foi transferido por capilaridade em solugdo SSC 20X, para uma membrana de
nitrocelulose carregada positivamente (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech).
Apos a transferéncia, a membrana foi exposta por 5 min a luz ultravioleta para fixacdo do
DNA em equipamento UV crosslinking. A hibridizagdo foi realizada utilizando um
fragmento de 576 pb do gene v-ATPase, amplificado por PCR, marcado com [32P] dCTP.
A membrana foi exposta a radioatividade (aos filmes de raio X) e ap6s as bandas foram

visualizadas com um analisador de imagem fluorescente.
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6.7.4 Ensaios histoquimicos para detec¢do do gene gus

Algumas folhas de plantulas provenientes das sementes de frutos agroinfiltrados
foram analisadas histoquimicamente para deteccdo da atividade enzimatica da p —
glucuronidase (GUS). Amostras foliares foram coletadas, aleatoriamente, antes da
pulverizacdo realizada para selecdo das plantulas, e apds a sele¢cdo foram coletadas
amostras foliares de plantas sobreviventes. Amostras coletadas foram colocadas no X-

Glu e incubadas a 37 °C overnight, para posterior analise.

6.8 Andlise das progénies

Das plantas transgénicas obtidas (geragdo To), foram recolhidas as sementes de
primeira geracdo (T1) de autofecundacdo, considerando que ha baixa taxa de polinizacao
cruzada. As sementes foram germinadas em terra: substrato e analisadas para a presenca
da v-ATPase por PCR. Para determinar se a taxa de segregacdo observada foi consistente
com uma razdo Mendeliana (3: 1 ou 15:1), ao nivel de confianga de 95%, foi usado o teste
do Qui-quadrado (x?) de Pearson, com utilizacdo do fator de correcdo de Yates, para os
casos em que uma das frequéncias fossem menor que 5, ou quando o valor total de plantas

avaliadas fosse menor que 20.

6.9 Cultura de moscas brancas

As moscas brancas foram fornecidas pelo Dr. Josias Correa de Faria, pesquisador
da Embrapa Arroz e Feijdo. As moscas brancas foram liberadas em gaiolas contendo
vasos com plantas de couve (Brassica oleracea L.) em casa de vegetagdo na Embrapa -

Cenargen.

6.10 Bioensaios com folhas de plantas transgénicas

Foi realizado um bioensaio com folhas destacadas de tomateiros transgénicos para
analise preliminar da mortalidade de moscas brancas ap6s se alimentarem das folhas
transgénicas. Foram coletadas folhas de onze plantas transgénicas e de uma planta ndo
transgénica para o controle. As folhas foram colocadas em pote plastico transparente
contendo vermiculita umedecida. O pote foi fechado com uma tampa perfurada, e o furo
foi selado por uma fita micropore, que permite a circulacdo de ar e ndo permite a saida
das moscas (Figura 5 A). Quarenta e trés moscas foram introduzidas em cada pote (Figura
5 B) e apopulacdo foi monitorada diariamente até o quinto dia. O sistema foi mantido em
fotoperiodo de 16 horas a 25 + 2 °C durante 0s cincos dias.
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Figura 5: Bioensaio com folhas de tomateiros transformados (To) para expressar SiRNAS.
(A) Sistema de monitoramento de mortalidade de moscas brancas. (B) Introducdo de

moscas brancas no sistema de monitoramento.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Curvade selecao de explantes cotiledonares

7.1.1 Curvade selecdo com paramomicina

Apos 8 dias de cultivo, foi observada a morte de 64% e 80% dos explantes em
meio de inducdo com concentragdes de 50 ou 100 mg/L de paramomicina,
respectivamente (Figura 6), e apds 3 semanas todos explantes estavam mortos.

Inicialmente, diferencas entre os explantes inoculados em meio com concentracdo
de 0 mg/L e 25 mg/L eram visiveis (Figura 6), sendo que em 25 mg/L de paramomicina
0s explantes, cresceram e entumeceram menos, além de apresentarem coloracdo mais
amarelada e auséncia da formacdo de gemas. Aproximadamente apos 1 més, a maioria
dos explantes em meio com 25 mg/L de paramomicina ndo desenvolveu e morreu.

O uso de paramomicina foi relatado no trabalho Grover etal. (2015), que utilizou
a concentracdo de 400 ppm de paramomicina para selecdo de sementes transformadas,
com vetor contendo o gene de selecdo npt I, através de agroinfiltracdo de frutos da
variedade Pusa Ruby. Para os explantes cotiledonares de tomate da variedade Micro-
Tom, a paramomicina mostrou-se altamente tdxica, com mortalidade de 100% dos

explantes ap6s um més de cultivo nos meios com concentraces de 25, 50 e 100 mg/L.
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Figura 6: Curva de selecdo de explantes cotiledonares de Micro-Tom cultivados em meio
suplementado com diferentes concentracdes de paramomicina: 0; 25;50 e 100 mg/L, apds

8 dias de cultivo.

Explantes na concentracdo 0 mg/L de antibiotico desenvolveram brotacdes apds

5 semanas (Figura 7 A e 9A). Com objetivo de favorecer a elongacdo, os brotos foram
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transferidos para meio de alongamento, a fim de analisar a regeneragdo in vitro a partir

de explantes cotiledonares de tomate (Figura 7 B).

Figura 7: BrotagOes: (A) Broto proveniente dainducdo de explante em meio com 0 mg/L

de antibiotico; (B) Brotos em meio de alongamento com 0 mg/L de antibidtico.

7.1.2 Curvade selecdo com canamicina
O uso do antibibtico canamicina apresentou ser menos drastico aos explantes,
quando comparado ao uso da paramomicina. Diferencas entre o uso dos antibiéticos

foram observadas a partir do oitavo dia de cultivo (Figuras 6 e 8).
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Figura 8: Curva de selegdo de explantes cotiledonares de Micro-Tom cultivados em meio
suplementado com diferentes concentragdes de canamicina: 0; 25; 50 e 100 mg/L, ap0s 8

dias de cultivo.

Ao final do experimento, conduzido por 2 meses, foi possivel observar a inibicdo
no desenvolvimento de brotacGes nas concentracdes de 25, 50 e 100 mg/L de canamicina.
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Contudo, as concentraces de 50 e 100 mg/L de canamicina, além de inibir o
desenvolvimento de gemas (Figura 9 C e D), provocaram a morte dos explantes apds 5
semanas.

Em concentracbes de 25 mg/L de canamicina, foi observado o inicio do
desenvolvimento de algumas gemas, porém essas gemas oxidaram e ndao desenvolveram
(Figura 9 B). As brotacdes provenientes de explantes em concentracdo 0 mg/L

continuaram a ser repicados para regeneracdo (Figura 9 A).

Figura 9: Analise da emergéncia de gemas e brotos induzidos em diferentes
concentracdes de canamicina: 0; 25; 50 e 100 mg/L, apds 5 semanas do cultivo. (A)
Brotos emergentes em meio de indugdo sem canamicina; (B) Parte abaxial de explantes
induzidos emmeio com 25 mg/L de canamicina, apresentando gemas oxidadas, indicadas
pelas setas; (C) Parte abaxial de explantes induzidos em meio com 50 mg/L de
canamicina; e (D) Parte abaxial de explantes induzidos em meio com 100 mg/L de

canamicina.

Em outros trabalhos de transformacdo de tomate com a variedade Micro-Tom, foi
relatado o uso de canamicina como agente seletivo na concentragdo inicial de 100 mg/L
(SUN et al, 2006; QIU et al, 2007). Porém, foi encontrada uma dificuldade de
regeneragdo de brotos em meio com canamicina a 100 mg/L. Devido aos resultados
inicias da curva, a concentragdo de canamicina foi reduzida, inicialmente, para 50 mg/L,
pois foi verificado a inibicdo de gemas nesta concentracdo. Apos resultado final da curva
de selegéo, a concentracdo de 25 mg/L foi escolhida, pois apesar da formagdo de gemas
iniciais, as gemas oxidaram e ndo foi visualizado regeneracdo de brotos.

Algumas coculturas iniciaram com a selegdo de 50 mg/L de canamicina, com
reducdo da concentracdo para 25 mg/L, apds 3 semanas, e outras coculturas foram
selecionadas na concentracdo constante de 25 mg/L. Né&o foram visualizadas diferenga
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entre o tratamento iniciando com 50 mg/L de canamicina, com redugéo para 25 mg/L; do
tratamento com concentracdo fixa de canamicina a 25 mg/L. Porém, acredita-se ser mais
vantajoso iniciar aselecdo com 50 mg/L, e ap06s 3 semanas, reduzir para 25 mg/L, visando
evitar possiveis escapes. A reducdo de canamicina para 25 mg/L, apos a formacdo de
gemas resistentes, foi fundamental para possibilitar a regeneracdo de brotos e
enraizamento das plantas.

No trabalho descrito por Sun et al. (2006) a concentragdo de canamicina foi
reduzida de 100 mg/L para 50 mg/L no estagio de enraizamento dos brotos e, no trabalho
descrito por Qiu et al. (2007), a concentracdo de canamicina foi reduzida para 30 mg/L,

para selecéo e enraizamento de brotos.

7.2 Transformacao genética de explantes cotiledonares

7.2.1 Regeneragdo de explantes cotiledonares transformados e obtencdo de plantas
transgénicas

Um total de 1242 explantes foram submetidos atransformacdo via Agrobacterium
tumefaciens EHA 105, contendo o vetor pC2300ATPase. Explantes cocultivados
produziram gemas resistentes a canamicina (Figura 10 A e B), que foram repicadas, até a
diferenciacdo dos tecidos, com o aparecimento de brotos apds 6 a 8 semanas de cultivo
(Figura 10 C, D, E e F), apresentando resultado similar ao reportado por Qiu et al. (2007).
Os brotos alongaram e enraizaram, e as plantas geradas foram aclimatadas (Figura 11 A
e B). As plantas aclimatadas apresentaram fen6tipo normal, floresceram e produziram

frutos com sementes viaveis (Figura 11 C e D).
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Figura 10: Regeneracdo de gemas e brotos resistentes a canamicina cocultivados com
Agrobacterium tumefaciens EHA 105 que contém o vetor pC2300ATPase. (A, B) Gemas
emergentes apos cocultura, resistentes a canamicina; (C, D e E) Inicio da diferenciacao
de folhas; (F) Broto emergente em meio de indu¢cdo com canamicina, 7 semanas apds a

cocultura.

Figura 11: Plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.), provenientes de explantes
cotiledonares transformados com o vetor pC2300ATPase, aclimatadas em casa de
vegetacdo. (A e B) Plantas aclimatadas, mantidas em casa de vegetacdo para producdo de
frutos; (C e D) Plantas transformadas florescendo e produzindo frutos.

Ao todo foram aclimatadas 31 plantas, sendo que dessas, 30 foram positivas para
a presenca do transgene. As plantas aclimatadas foram provenientes de brotos emergidos
de 14 explantes diferentes, transformados com o vetor pC2300ATPase. Das 14 linhagens
foram obtidas 13 linhagens transgénicas, confirmadas por PCR, pela deteccdo da presenca
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do fragmento de 576 pb correspondente a regido do gene de v-ATPase (Figura 12). A
expressdo da proteina NPTII foi detectada pelo imunoensaio de fluxo lateral realizado

com algumas das linhagens transgénicas obtidas (Figura 13).
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Figura 12: Andlise de PCR de 14 plantas aclimatadas, provenientes de brotos emergidos
de diferentes explantes transformados com o vetor pC2300ATPase, para amplificacdo da
sequéncia de 576 pb do gene v-ATPase. O controle positivo (C+) corresponde a reacao
de PCR feita com o vetor pC2300ATPase, o controle negativo (C-)feito com uma planta
nao transformada e o branco (B) representa a reacdo de PCR sem DNA.
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Figura 13: Analise de Imunoensaio de fluxo lateral e detecgcdo da proteina NPTII em
cinco linhagens transgénicas de tomate. Banda superior representa controle positivo

interno e a banda inferior a presenca da NPTII (seta).

No trabalho de Sun et al. (2006), foi relatada a possibilidade de brotos enraizados
originados do mesmo calo serem provenientes de eventos distintos de transformacgao
genética. Através da analise de Southern blot, eles observaram que de doze plantas

analisadas, selecionadas aleatoriamente de cinco calos diferentes, oito plantas foram
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provenientes de eventos de transformacdo distintos, aumentando assim a eficiéncia
percentual de transformacdo considerada.

Considerando essa hipotese, inicialmente foram aclimatadas plantas provenientes
do mesmo calo. A andlise de Southern blot foi realizada com onze plantas transgénicas
aclimatadas, provenientes de cinco calos distintos, e uma planta controle. A insercdo do
transgene de v-ATPase no genoma de algumas plantas positivas foi confirmada (Figura
14). No Southern blot, foram observadas algumas plantas, com os mesmos padrdes de
insercdo, como visualizado entre as plantas 4.4.1 e 4.4.5.1, e entre as plantas 6.8.6.1 e
6.8.6.2. Em tese, isso pode indicar que as plantas provenientes do mesmo calo também
podem ser resultantes do mesmo evento de transformagdo; porém para confirmar seria

necessario realizar outras analises, com diferentes enzimas de restricdo ou com a

utilizagdo de outra sonda.
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Figura 14: Andlise de Southern blot de DNA genémico de 11 plantas transgénicas de
Solanum lycopersicum regeneradas a partir de 5 calos independentes, e uma planta de

tomate ndo transgénica.

Com o enraizamento de novas plantas, passou-se a aclimatar apenas as plantas
provenientes de calos independentes, garantindo que fossem eventos diferentes de

transformacédo genética.

7.2.2 Analise das progénies

As progénies (Geracdo Ti) de 8 plantas transgénicas (Geragcdo To) foram
analisadas por PCR, para a deteccdo do gene de v-ATPase. E a andlise dessas progénies
pelo teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson demonstrou que o transgene segregou em

propor¢cdo mendeliana 3:1 e 15:1 (Tabela 1).
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Tabela 1: Andlise de segregacdo da geracdo Ti de 8 plantas transgénicas de tomateiro

transformadas com o vetor pC2300ATPase.

Geragdo T,

Geracédo Ty — . Segregacdo ®  2(9) P
Positivas Negativas

44.1 15 5 31 0,0000  1,0000
4.45.1 16 4 31 0,4667  0,6056
4.45.2 11 4 31 0,0667  0,8815
4.12.1 15 4 31 0,3333  0,6911
4.12.2 13 7 31 1,0666  0,3017

6.8.4 16 4 31 0,4667  0,6056
6.8.6.2 11 6 31 0,7647  0,3270
6.10.3 8 1 15:1 0,1111  0,5469

(a) Dados baseados emanélise de PCR para deteccdo do gene de v-ATPase.

(b) Foram testados os padrdes de segregagdo 3:1 e 15:1, sendo considerado a propor¢do mais
provavel e com menor valor de qui- quadrado.

(c) A correcdo de Yates foi utilizada quando uma das frequéncias era menor que 5, ou quando o
valor total de plantas avaliadas era menor que 20.

(d) Probabilidade que os valores observados reflitam a segregacdo esperadade 3:1 ou 15:1.
a =005
7.2.3 Bioensaio com folhas das plantas transgénicas obtidas
Nos trés primeiros dias do bioensaio realizado com folhas de tomateiros
transgénicos (To), ndo foram visualizadas mortalidade elevada de moscas brancas, porém
no quarto dia foi visualizado o crescimento de micélio de fungos em volta das moscas,
indicando que possivelmente as moscas ja estavam mortas e permaneceram nas folhas,

ndo tendo sido contabilizadas (Figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo de bioensaio com folhas de plantas transgénicas, apds 4 dias da
liberacdo dasmoscas brancas: (A) Mosca branca coberta por hifas de fungos; e (B) Mosca
branca viva.
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No quinto dia de interagio com algumas linhagens, o sistema foi aberto,
permitindo a contabilizacdo total de moscas vivas e mortas. Foi visualizado uma
mortalidade elevada para a maioria dos tratamentos com folhas de plantas transgénicas,
apos cinco dias de interacdo. De dez tratamentos avaliados, oito apresentaram uma
mortalidade de moscas brancas superior a 75%, e 4 dessas apresentaram mortalidade

acima de 90 %, com alguns aproximando a 100% de mortalidade (Figura 16).
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Figura 16: Percentual de mortalidade de moscas brancas analisadas no quinto dia do

bioensaio com folhas de plantas transgénicas (To), e uma planta controle negativo.

O resultado desse ensaio preliminar aponta uma estratégia viavel de obtencdo de
plantas de tomateiro transgénicas resistentes a mosca branca devido a pontencial
expressdao de SiRNAs, para silenciamento do gene da v-ATPase de B.tabaci, sendo
necessario a realizacdo de outros bioensaios com as progénies transgénicas das linhagens
obtidas.

Em outros trabalhos, também foram verificadas altas taxas de mortalidade de
moscas brancas em apenas alguns dias de interacdo com plantas transgénicas expressando
siRNAs, para silenciamento do gene da v-ATPase de B.tabaci (THAKUR et al., 2014;
IBRAHIM et al., 2015). No trabalho desenvolvido por Thakur et al. (2014) foram feitos

ensaios com discos foliares e bioensaios invivocom plantas transgénicas de tabaco. Nesse
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trabalho, o autor observou uma mortalidade de moscas brancas de até 83%, no sexto dia

de ensaio com discos foliares, e uma reducdo significativa na populacdo de moscas

brancas em bioensaios realizados com plantas transgénicas, restando apenas 10 a 15% da

populacdo inicial, enquanto nas plantas controle foi verificado um aumento na populacéo.

No trabalho de Ibrahim et al. (2015), foi observado um aumento na mortalidade de

insetos, com uma reducdo de 75% da populagdo de moscas brancas, quando comparado

com o controle (p <0,05), apos trés dias de alimentagdo em plantas transgénicas de alface,

sendo verificada também alteracGes significativas no ciclo de desenvolvimento de insetos

que se alimentaram de plantas transgénicas (p<0,05).

7.3 Agroinfiltracio

7.3.1 Germinacao e selecao de plantulas transformadas

Sementes de frutos agroinfiltrados foram analisadas quanto ao percentual de

germinacdo, tendo variado de 7% a 96%, nos diferentes tratamentos realizados, e uma

média total de 41,5% de germinagdo, conforme demonstrado na Tabela 2. O percentual

médio de germinacdo foi baixo devido a contaminacdo de fungo nas sementes.

Tabela 2: Percentual de germinacdo de sementes provenientes de frutos agroinfiltrados.

Tratamento Vetor Estagiodo % de % médiade
fruto germinagao germinagao
1 pC3301 1 47%
2 pC3301 2 7%
3 pC3301 3 36% 36%
4 pC3301 4 42%
5 pC3301 5 48%
6 pC2301 1 15%
7 pC2301 2 34%
8 pC2301 3 48% 42%
9 pC2301 4 53%
10 pC2301 5 60%
11 Controle 1 51%
12 Controle 2 96%
13 Controle 3 52% 59%
14 Controle 4 25%
15 Controle 5 70%
16 Controle ndo 3% 3%

agroinfiltrado
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Apos aplicagdo de glufosinato de amdnio em plantulas, provenientes de frutos
agroinfiltrados com o vetor pC3301, que contém o gene de selecdo bar, foi visualizado
uma selecdo prévia de plantas resistentes ao herbicida. Foiavaliada a mortalidade de 89%
das plantas e a diferenca foi visivel 4 dias ap0s a segunda aplicacdo (Figura 17).

Em plantulas provenientes de frutos transformados com o vetor pC2301, que
contém o gene de selecdo npt Il, ndo foram visualizadas diferencas relevantes apds a
aplicacdo de canamicina (Figura 17), sendo necessério realizar outras aplicacdes de

canamicina para selecdo de plantulas resistentes.

Antes da pulverizacao

- -
EET

Apods 4 dias da 22 pulverizacdo

Glufosinato de amonio 0,3% Canamicina0,3%

Figura 17: Plantulas provenientes de sementes de frutos agroinfiltrados. (A) Plantulas de
sementes agroinfiltradas com o vetor pC3301 antes da aplicacdo do glufosinato de
amonio, (C) e ap6s 4 dias da aplicacdo de glufosinato de aménio; (B) Plantulas de
sementes agroinfiltradas com o vetor pC2301 antes da aplicacdo de canamicina, (D) e

apos 4 dias da aplicacdo de canamicina.
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7.3.2 Ensaios histoquimicos para detec¢do do gene gus

A expressdo do gene gus ndo foi detectada nos testes histoquimicos realizados
com amostras foliares de plantulas, provenientes das sementes de frutos agroinfiltrados,
colhidas antes da pulverizacdo para selecdo. Da mesma forma, ndo foi detectado a
expressao do gus em amostras foliares extraidas de plantas sobreviventes apos a sele¢do
(Figura 18).
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Figura 18: Teste histoquimico do gus de folhas de plantulas provenientes das sementes
de frutos agroinfiltrados. (A) Folhas extraidas de plantulas de sementes agroinfiltradas
com o vetor pC2301, antes da aplicacdo de canamicina, (C) e ap6s 4 dias da aplicacéo
de canamicina; (B) Folhas de plantulas de sementes agroinfiltradas com o vetor
pC3301, antes da aplicacdo de glufosinato de ambnio, (D) e apos 4 dias da aplicacdo de

glufosinato de amonio.

7.3.3 Transformacao genética por agroinfiltracao

Né&o foram obtidas plantas transgénicas através da agroinfiltracdo de frutos com o
vetor pC3301. Das plantas provenientes de sementes transformadas como o gene pC2301,
ndo foram identificadas plantas transgénicas pelas andlises realizadas, sendo necessarias
mais analises para deteccao.

No trabalho desenvolvido por Grover et al. (2015) foi relatado a obtencdo de 39
plantas transgénicas, confirmadas por PCR em tempo real, da avaliagdo de 80 plantas
obtidas de sementes de frutos agroinfiltrados da variedade Pusa Ruby.

Porém, considerando os resultados obtidos neste trabalho, até o momento, ndo foi
possivel comprovar a viabilidade da transformacdo genética por agroinfiltracdo de frutos

da variedade Pepe.
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8. CONCLUSOES

O mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI) foi utilizado como uma estratégia
para producdo de plantas de tomateiro resistentes a mosca branca, pelo silenciamento do
gene da v-ATPase devido a presenca potencial de siRNAs. O método de transformacéo
de explantes cotiledonares da variedade Micro-Tom via Agrobacterium tumefaciens se
mostrou viavel, e treze linhagens transgénicas foram obtidas, possuindo uma ou duas
copias do transgene de v-ATPase de mosca branca. O bioensaio preliminar realizado com
folhas de plantas transgénicas mostrou que a mortalidade de moscas brancas pode chegar
proximo a 100% em cinco dias de interacdo, apontando ser uma estratégia vidvel para
obtencdo de plantas de tomateiro resistentes, sendo necessario a realizagdo de outros

bioensaios com as progénies transgénicas.

9. PERSPECTIVAS

A mosca branca € um problema crescente na agricultura, afetando varias culturas.
O uso de plantas resistentes é fundamental para controle e reducdo de danos causados
pela praga. Para validar a estratégia do uso de RNAIi na obtencdo de tomateiros resistentes
transformados geneticamente para expressar SiRNAs de v-ATPase, sera necessario a
realizacdo de bioensaios com as progénies das plantas transgénicas obtidas. Também
devem ser realizados ensaios de Northern blot com as plantas transgénicas, visando a
deteccdo de moléculas de SiRNAs especificos da sequéncia da v-ATPase, para a
confirmacdo do efetivo mecanismo baseado em RNAI. Outras avaliagdes interessantes
seriam a validagcdo da tecnologia em campo, a avaliagdo de efeitos em organismos néo
alvo (efeito off-target), e andlise do impacto do uso de plantas transgénicas na transmissao

de viroses.
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